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論文内容の要旨
pseudomonas 由来のリパーゼはファミリー 1 .1 、 1 .2 と 1 .3 に分類されており、静岡県の油田から分類された
pseudomonas sp. MIS38株由来リバーゼ (PML) はファミリー 1 .3 リパーゼと50%以上の相向性を有していること
から、ファミリー1.3 リパーゼであることが明らかにされている。いくつかのファミリー 1 .1 と1.2 リパーゼは結晶
構造まで明らかにされよく研究が進んでいるが、ファミリー 1 .3 リバーゼはこれらのリパーゼと比べてそれほど研究
が進んでいなし、。従って、本研究ではファミリー1.3 リパーゼの構造、機能、分泌に関して新たな知見を得ることを
目的として、 PML を対象として研究を行った。
第 1 章はリパーゼ及びエステラーゼの触媒部位である catalytic triad を形成する Ser 残基以外の His、 Asp/Glu
残基の同定を行った。ファミリー 1 .3 リパーゼ、の一次構造に基つeき、完全に保存されている His および Asp/Glu 残
基を部位特異的変異法により他のアミノ酸に置換し、その酵素活性に及ぼす影響を解析した。その結果、 His313 と As
p255が Ser207 と共に catalytic triad を形成するアミノ酸残基であることを明らかにした。
第 2 章では、 Ca2+の役割を調べるために Apo-PML、 Holo-PML、 Holo-PML*、 N-断片を調製し、生化学的解析
を行った。その結果、 Ca2+の結合により C-末端ドメインがフォールディングすることを明らかにした。また、 PML
の活性に対する C-末端ドメインの重要性を提案した。
第 3 章では、 PML の活性、分泌に対する 9 残基繰返し配列 GGXGXDXUX の役割を調べた。 PML の繰返し配列
を除去した変異体を作製し、その分泌と活性について調べた結果、繰返し配列が少なくなるにつれ、分泌量及び菌体
内に蓄積する蛋白質が著しく減少することを見いだした。さらに安定性の検討から繰返し配列は菌体内の蛋白質の安
定性に重要な役割を果たしていることと β ロール構造が形成されるためには繰返し配列が 5 個以上必要であることを
示した。 PML の C-末端から 19アミノ酸残基を削った変異体 PMLム19を作成し、解析することにより、この C末端
領域が Lip システムによる分泌に必要であるだけでなく、蛋白質のフォールディングにも重要であることを明らか
にした。
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論文審査の結果の要旨
pseudomonas 由来のリパーゼはファミリー 1 .1 、 1 .2、および 1 .3に分類されている。しかし、ファミリー 1 .1 と
1 .2のリパーゼ、はよく研究されているが、ファミリー 1 .3 リパーゼの研究はそれほどすすんでいなし、。本論文ではファ
ミリー1.3 リパーゼの構造、機能、分泌に関して新たな知見を得ることを目的としてファミリ- 1.3 リパーゼの一員
である pseudomonas sp. MIS38株由来リパーゼ (PML) を対象として研究が行われており、その成果を要約すると
以下のとおりである。
(1) ファミリー 1 .3 リパーゼの一次構造に基づき、 PML の触媒残基の同定を行うことにより、 Ser207 と共に ASp255 と
His313が活性残基で‘あることを明らかにしている。
(2)Apo-PML、 Holo-PML、 Holo-PML*、およびN-断片の生化学的解析を行うことにより、 c-末端ドメインのフォー
ルデイングが Ca勺こより誘導されることを明らかにし、さらにこのフォールデイングが PML の活性に重要である
ことを提案している。
(3)ABC トランスポーターによって分泌される蛋白質に共通して見られる繰返し配列の役割について解析を行うこと
により、繰返し配列が細胞内における蛋白質の安定性に重要な役割を果たしていることを明らかにしている。
以上のように、本論文はファミリー 1 .3 リパーゼの構造、機能、分泌に関して新たな知見を見いだした点で意義深
L 、。また、本論文は本酵素の産業的利用を図る上で有益な知見を与えるものである。よって本論文は博士論文として
価値あるものと認める。
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